恶性B细胞疾病包括急性和慢性B淋巴细胞白血病（B-ALL、B-CLL）以及一些淋巴瘤亚型。除了弥漫性大B细胞淋巴瘤（DLBCL），对于大多数患这些疾病的成人患者来说，目前的传统疗法治愈率很低，异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）可以提高治愈率，但还会有很多患者因移植失败而不能治愈。国际血液和骨髓移植研究中心2014年的报告显示，CLL和成人ALL行allo-HSCT后，患者的5年生存率分别为40%\~50%和20%\~50%。预防allo-HSCT后疾病复发的作用机制，主要是通过生成供者来源的T细胞和NK细胞产生的移植物抗白血病（GVL）效应[@b1]，然而，疾病复发仍然是导致移植失败的主要原因。为了进一步提高治愈率，急需寻求一种新的治疗策略来增强高风险患者在移植前或移植后的GLV效应。近来，过继性免疫治疗已成功应用于恶性血液病的治疗中，它很可能和传统疗法一起，成为一种重要的巩固疗法[@b2]。特别是引人瞩目的嵌合抗原受体（CAR）-T细胞，能特异性识别肿瘤抗原的同时无MHC限制性，具有强大的GVL效应，在B细胞恶性肿瘤的治疗中取得了巨大突破[@b3]--[@b6]。目前，这些突破大多是应用CD19嵌合抗原受体T细胞（CD19-CAR-T细胞）取得，而对于许多allo-HSCT后的患者进行CD19-CAR-T细胞治疗，表达CD19-CAR-T细胞不仅仅可以来源于患者自身，还可以来源于"健康"的供者T细胞。本文拟就供者来源CD19-CAR-T细胞的临床研究和安全应用的新策略进行综述。

一、供者来源CD19-CAR-T细胞的起源

1989年，以色列学者Gross等[@b7]首次提出了CAR-T细胞的概念，他们用靶向肿瘤抗原的抗体可变区与T细胞受体（TCR）的恒定区融为一体，构建出一种CAR。结果发现，CAR-T细胞能以无MHC限制性的方式识别特异性肿瘤抗原，同时激活杀伤T细胞（CTL），发挥杀伤肿瘤细胞作用。CAR主要由胞外抗体识别区域和胞内信号转导区域构成，两者通过多肽接头和跨膜区连接。习惯上根据CAR胞内信号转导区域中所嵌入共刺激信号分子数量的不同，将CAR分为三代：一代CAR（不含共刺激信号分子）、二代CAR（含有1个共刺激信号分子，如CD28）和三代CAR（含有2个或2个以上共刺激信号分子，如CD28、4-1BB）[@b8]。

1．患者来源CD19-CAR-T细胞的应用：CAR-T细胞的一般治疗过程是先从患者外周血中收集T细胞，然后通过现代基因组技术设计CAR基因序列，用载体导入患者的T细胞，从而使这些T细胞具有无MHC限制的特异性结合肿瘤抗原能力，再回输给患者。该疗法的特点在于将抗体的靶向特异性与T细胞的归巢、组织穿透和靶向摧毁能力结合起来杀伤肿瘤[@b8]。然而，这项技术经过20多年的努力，近5年才取得了一些临床研究的成功。其中，大部分构建的为靶向CD19的CAR-T细胞，CD19分子只存在于正常和恶性B细胞表面，从B祖细胞到成熟B细胞阶段都有表达[@b3]。近来，用自身T细胞构建的二代CD19-CAR-T细胞已经成功应用于B-ALL的临床试验性治疗中，在治疗复发ALL时，获得了高达90％的完全缓解率，其中有15例为allo-HSCT后患者[@b4]。在治疗CLL时也获得令人鼓舞的结果[@b3]，并已经扩展到非霍奇金淋巴瘤（NHL）的治疗[@b5]，且在恶性细胞不常表达CD19分子的多发性骨髓瘤（MM）的治疗中，也取得不俗的疗效[@b6]。但迄今为止，临床上只成功采用了患者自身T细胞构建的CD19-CAR-T细胞进行治疗，对于许多allo-HSCT后的患者，或许还可以选择使用"健康"的供者T细胞。

2．供者来源CD19-CAR-T细胞的优点和缺点：大部分allo-HSCT后的患者在采集自身T细胞前，都接受过含有细胞毒性药物的治疗（如化疗），因此，患者来源的T细胞经常数量稀少或缺乏持久性，这给CD19-CAR-T细胞的构建和使用带来了困难；临床试验也证实，细胞的持久性是CD19-CAR-T细胞治疗成败的一个关键因素[@b9]；在一些患者中发现，化疗引起淋巴细胞减少会导致调节性T细胞选择性扩增，从而限制了效应细胞的功能[@b10]。此外，患者自身的T细胞也不适合药物开发模式，药物制备过程是"批量化"的，最终产品适用于所有患者，并且基本都是"现成的"，但是自身CD19-CAR-T细胞疗法是一种"个性化"疗法，细胞制品仅适用于患者自身，只能"现用现做"，这意味着CD19-CAR-T细胞制备的成本会比较昂贵，临床的广泛应用将受限。为了突破这些限制，使用供者来源的"健康"T细胞将会是一种很好的选择，其优点在于：①特异性杀伤肿瘤细胞的能力与供者GVL效应结合；②持久性可能增强；③T细胞容易采集；④避免肿瘤细胞污染；⑤"现成的"，减少花费，广泛应用。其缺点在于：存在GVHD发生的潜在风险。

二、供者来源CD19-CAR-T细胞的临床研究

目前，有多个临床试验正在评估供者来源CD19-CAR-T细胞的使用（NCT01087294、NCT01475058、NCT01430390、NCT02050347、NCT01195480、NCT01362452），但只有3个临床试验已有研究结果报道。

Cruz等[@b11]为了减少GVHD发生风险，使用供者来源的病毒特异性T细胞（virus-specific T cells，VST）构建第二代CD19-CAR-VST细胞（CD3ζ和CD28信号活化区）。VST细胞由外部抗原刺激T细胞选择性扩增而来，已经被用来治疗allo-HSCT后与病毒相关的并发症[@b12]。CD19-CAR-VST细胞具有对病毒抗原（自身TCR）和额外肿瘤抗原（CAR）的双重特异性受体[@b13]。治疗的8例患者包括6例ALL、2例CLL，结果显示8例患者中有6例复发，2例缓解患者也存在高风险复发因素。在外周血能检测到CD19-CAR-VST细胞存在的时间最多达12周。值得注意的是，这次试验中的患者在治疗前未行"淋巴细胞去除术"，而这种预处理被认为对CD19-CAR-T细胞治疗有重要意义[@b14]。关于这次临床试验缺乏明显的反应可能有几种解释，包括预处理治疗的缺乏以及反复体外刺激可能使细胞活性和增殖能力减弱。重要的是，全部患者中没有观察到GVHD或者炎症因子释放综合征的发生。另外，通过用病毒重刺激能使CD19-CAR-VST细胞扩增，表明自身TCR的激活对CD19-CAR-VST细胞的扩增有促进作用。然而，CD19-CAR-VST细胞扩增的增强并没有导致正常或恶性B细胞的减少，说明自身TCR的激活，可能损害CD19-CAR-VST细胞的功能。

Kochenderfer等[@b15]则使用了没有处理过的供者T细胞，10例allo-HSCT后患者（9例复发，1例部分缓解）接受了供者来源的第二代CD19-CAR-T细胞治疗。同Cruz等的临床试验一样，患者也未进行"淋巴细胞去除术"预处理。10例患者中CLL 4例、DLBCL 2例、套细胞淋巴瘤（MCL）4例。结果有1例CLL患者获完全缓解（9个月），1例MCL患者获部分缓解（3个月），6例疾病稳定（1\~11个月）（其中含1例有明显反应并出现溶瘤综合征的CLL患者），2例疾病进展。在外周血能检测到CD19-CAR-T细胞存在的时间仅为4周。虽然10例患者有6例出现不同程度的GVHD，但这都是在移植后就已经发生，在这次试验中并没有新发的GVHD。同时还发现有最好临床反应的3例患者，接受的都是无血缘移植，并且这3例患者都有大量的外周血CD19-CAR-T细胞增殖。另外，所有患者新发GVHD的缺乏使得很难把这些抗肿瘤反应归结于供者T细胞的GVL效应，而很可能是CD19-CAR-T细胞的特异性免疫效应。

最近，解放军总医院的Dai等[@b16]也使用供者来源的第二代CD19-CAR-T细胞治疗了2例ALL患者，2例患者对治疗均有反应。和上面两项研究结果不同，例1接受了"淋巴细胞去除术"预处理，经过3\~4周的CD19-CAR-T细胞治疗，该患者获得骨髓完全缓解和髓外侵润部分缓解。例2没有接受预处理，只出现了骨髓原始细胞数减少（8周）。由于病例数太少，所以在接受供者CD19-CAR-T细胞治疗前，是否进行预处理与疗效的相关性还有待评估。2例患者均出现了2\~3级的GVHD，这是第一次发现allo-HSCT后的患者使用供者来源CD19-CAR-T细胞发生GVHD。有研究者发现，GVHD的发生与allo-HSCT后供者T细胞的嵌合状态有关，当患者T细胞完全被供者T细胞嵌合时，往往就会出现2\~4级的GVHD[@b17]。而这2例患者开始出现GVHD时，自身T细胞刚好被完全嵌合。前面两项研究中的所有患者均未出现GVHD，有可能是因为患者体内T细胞还没有被完全嵌合，也可能因为回输的供者T细胞还不足够多（Dai等[@b16]研究中的2例患者细胞回输量均很大）。更值得注意的是，例1接受抗GVHD治疗后，疾病很快进展并死亡，这可能是因为抗GVHD药物干扰了CD19-CAR-T细胞的治疗。

三、供者来源CD19-CAR-T细胞安全应用的新策略

虽然供者CD19-CAR-T细胞产生强大GVL效应的并发症没有传统allo-HSCT那么强烈，但这种治疗也面临着发生GVHD的潜在风险。几种新的设计和培养方法已经提出，这可能有助于扩大供者CD19-CAR-T细胞的治疗范围。虽然这其中的许多方法失去了自身TCR产生的潜在GVL效应，然而也使"现成的"CD19-CAR-T细胞应用增加了可能性。

1．调控TCR：减少GVHD的一种方法就是选择TCR不识别宿主组织的T细胞。美国休斯敦贝勒医学院用VST细胞进行T细胞治疗有近二十年的经验。他们发现VST细胞的目标是病毒抗原，很难分身去产生同种异体反应，而实际上还可以通过低水平慢病毒感染的刺激，提高VST细胞在体内的持久性。Melenhorst等[@b18]报道73例患者接受allo-HSCT并使用了VST细胞治疗，所有患者尚未在临床上观察到GVHD的发生，这也与Cruz等[@b11]的临床研究结果相符。另一种方法是通过体外诱导异基因耐受来减少同种异体反应的发生。Davies等[@b19]利用受者抗原提呈细胞（APC）刺激CD19-CAR-T细胞，同时采用CD28抑制剂阻断共刺激信号通路，使CD19-CAR-T细胞对受者抗原发生免疫耐受，让CD19-CAR-T细胞在对CD19^+^细胞发挥细胞毒作用的同时具有很好的安全性。这种培养方法依赖于对CD28信号通路的阻断，但并不是所有的外周血T细胞都表达CD28。其中，效应记忆性CD8 ^+^T细胞通常不表达CD28，可能继续呈递抗原，目前还不清楚这种细胞与GVHD之间的相关性。最近，Zhou等[@b20]在T细胞中导入可诱导半胱氨酸蛋白酶9 (inducible caspase 9, iC9）基因，iC9基因被形象的称为"自杀基因"，因为该基因表达的产物会在一种无其他活性药物的作用下呈现细胞毒性，导致表达该基因的T细胞被选择性清除，从而快速解除allo-HSCT后可能产生的GVHD等并发症。这种方法也可能为供者CD19-CAR-T细胞的安全应用提供保障。

2．切除TCR和MHC：抑制自身TCR的另一种方法是完全切除它。基因组编辑技术提供了几种方法来敲除靶基因，使用核酸酶（例如锌指核酸酶[@b21]、转录激活因子样效应核酸酶[@b22]--[@b23]和CRISPR/Cas9系统[@b24]），自身TCR可以被切除。这种自身TCR切除后，可以避免GVHD发生的可能或潜在的TCR信号干扰。使用相同的技术，供者来源的MHC Ⅰ类分子可以被切除，修饰后的T细胞可以避免产生排斥反应，还可能制备"现成的"CD19-CAR-T细胞。尽管新的基因编辑工具可以防止GVHD的发生，但很多潜在的问题仍有待全面评估。已经证实只有通过TCR/CD3复合物的相互作用，使自身TCR激活下游通路产生CD3ζ二聚化，才能使包含CD3ζ结构的CAR发挥作用[@b25]--[@b26]。这些研究结果表明，CD19-CAR-T细胞的活性和持久性，可能会因为切除或改变自身TCR或MHC而减弱。

3．细胞的选择：目前，在确定哪一种T细胞亚型能介导最佳CD19-CAR-T细胞治疗方面，已经做了大量研究。更多的数据表明，选择早期或幼稚的T细胞亚型，能更好地执行杀伤肿瘤细胞任务[@b27]--[@b28]。如果供者T细胞从未接触过受者的同种异体抗原，那么供者的记忆性T细胞就不能识别这些抗原，从而无法介导发生GVHD。有研究者证实仅仅移植记忆性T细胞时，能限制GVHD的发生[@b29]--[@b30]。Chan等[@b31]采用CD45RA作为标记，可以从幼稚T细胞表型中分选出记忆性T细胞，然后用这些记忆性T细胞去构建CD19-CAR-T细胞。在体外实验中，这种CD19-CAR-T细胞表现出了良好的抗肿瘤能力，在小鼠实验中，也显著减少了肿瘤负荷并使小鼠总生存期延长。更重要的是，它在维持抗肿瘤能力的同时没有发生GVHD。除了T细胞外，近年来使用NK细胞作为CAR的效应细胞的研究也很多。在用NK细胞输注治疗难治或复发性白血病时，NK细胞能表现出显著的GVL效应，尤其在半相合或KIR不匹配的情况下[@b32]--[@b33]。通常NK细胞被认为比T细胞有更低的异基因原性，然而，NK细胞介导的GVHD已有报道[@b34]，这不得不使研究人员重新评估NK细胞使用的安全性。

四、结语

allo-HSCT后复发B细胞恶性肿瘤仍然是临床治疗血液病的一个难题。患者来源的CD19-CAR-T细胞已成功应用于allo-HSCT前、后B细胞恶性肿瘤患者的治疗中，然而，患者来源的CD19-CAR-T细胞的相关缺陷阻碍了临床的广泛应用。在本文中，我们综述了采用供者来源的CD19-CAR-T细胞治疗allo-HSCT后复发性B细胞恶性肿瘤患者的可行性。最新的研究结果表明，这些细胞的治疗有一定的疗效，但同时也具有发生GVHD的潜在风险，具体的作用机制还有待进一步研究。面对这些问题，一些规避风险的新策略已经提出。随着T细胞基础生物学认识的增加和细胞培养技术的进步，供者来源CD19-CAR-T细胞很有可能成为allo-HSCT后复发B细胞恶性肿瘤的重要治疗方法，而一个对所有患者都适用的"现成的"CD19-CAR-T细胞药品也可能会出现。

[^1]: 金鑫（天津医科大学一中心临床学院）
